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摘要 ; 在 两 种 培养 杠 系 下 对 牛 胚胎 早期 发 育 进 行 了 比较 研究 。 把 屠宰 场 收 集 的 牛 卵 柱 外 培养 至 成 熟 ， 然 后 
进行 体外 受精 。 将 受精 孵 置 于 下 列 两 种 培养 枉 系 中 进行 体外 培养 . 中 Buffalo rat liver 细胞 与 收 进 的 TCM199 培养 
液 共 同 培养 系统 (BRL/mTCM199); 他 半 确定 培养 液 两 步 培养 系统 [无 血清 的 金黄 地 鼠 培养 液 与 改进 的 
TCM199 培养 液 (HECM - 67mTCM199)]。 结 果 表 明 : fe EBTEHEBEXE (5090) 明显 高 于 前 者 的 囊 胚 率 (4195, P 
<0.01)。 表 明 牛 胚胎 早期 分 裂 可 在 无 蛋白 培养 条 件 下 进行 并 且 在 此 培养 条 件 下 有 良好 的 后 续 发 育 能 力 。 这 


可 能 与 两 步 培 养 体 系 中 葡萄 糖 和 氨基 酸 浓度 不 同 有 关 。 


关键 词 : EMG OMS, UENE. 拨 基 琶 AMAA. 
中 图 分 类 号 ; 0491.6 XNMUGiRE. A 文章 编号 ; uc 5853(2000)06 — 0446 - 06 


38 TRE 21 122 89M RETE BE ERR T8 EL 6 
不 十 分 清楚 ， 而 早期 胚胎 发 育 对 胚胎 后 期 的 发 育 分 
化 能 力 致 关 重要 。1 - 细胞 胚胎 对 能 量 底 物 的 类 型 
和 浓度 非常 敏感 (McKieman 等 ，1991)， 因 此 ， 改 
进 早 期 胚胎 的 培养 体系 对 于 提高 胚胎 的 活力 和 提高 
胚胎 的 着 床 率 十 分 重要 〔Myers 9$, 19940, "ERE 
胎 是 体外 培养 研究 较 常用 的 实验 材料 ， 这 不 仅 与 实 
验 材 料 易 从 屠宰 场 获得 有 关 ， 而 且 与 生产 实践 直接 
相关 。 目 前 牛 胚胎 常用 的 培养 方法 有 : 中 体 细胞 共 
培养 体系 〈 包 括 用 牛 子宫 内 膜 成 纤维 细胞 rS EE 
管 上 皮 细 胞 、 颗 粒 细胞 、 滋 养 层 细 胞 ，BRL 细胞 
4$) 四 牛 胚胎 分 步 培养 体系 《包括 含 血 清和 /或 血 
清白 蛋白 的 蛋白 培养 体系 和 无 蛋白 培养 体系 。 

Keskintepe 等 (1996). Krisher 等 (1999) 和 
Gandhi 等 (2000) 已 经 报道 了 牛 卵 和 胚胎 体外 的 
分 步 培养 ， 即 肥 胎 发 育 的 不 同 阶段 采用 不 同 的 培养 
液 。 由 于 分 步 培 养 是 将 胚胎 置 于 不 同 组 分 的 培养 液 
中 发 育 ， 因 而 易于 了 解 胚胎 在 不 同 发 育 阶 段 的 代谢 
机 理 。 如 果 在 分 步 培养 过 程 中 应 用 化 学 成 分 确定 的 
无 蛋白 培养 基 对 胚胎 进行 培养 ， 将 有 助 于 深入 了 解 
胚胎 发 育 的 调控 机 理 。 但 有 关 这 方面 的 报道 较 少 ， 
而 且 相 关 报 道 表 明 ， 无 血清 或 无 蛋白 的 培养 基 襄 胚 
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的 发 育 率 较 低 (Pinyopumminr 等 ，1991; Keskinte- 
pe 等 ，1996)1。 另 一 方面 ， 牛 胚胎 发 育 的 研究 表 
8j, 8— SR HEL SE 16 - 细胞 阶段 胚胎 发 育 的 情况 和 7 
或 培养 条 件 的 好 坏 对 胚胎 的 发 育 潜能 至 关 重要 
(Bames 等 ，1990}。 因 此 ， 本 实验 以 期 通过 两 种 不 
同 的 培养 体系 【 共 培 养 体系 (BRL/mTCM199) 和 
两 步 法 培养 体系 (HECM - 6/mTCM199}] 的 比较 ， 
探讨 牛 且 胎 在 早期 发 育 过 程 中 ,尤其 是 8~ 16 细胞 
前 对 能 量 物质 的 需求 。 


1 材料 和 方法 


1.1 孵 母 细胞 的 收集 和 成 熟 培养 

分 别 8 次 从 屠宰 场 采 集 母 牛 卵 蘑 , 每 次 10 ~ 15 
个 卵巢 ,并 在 4h 内 将 其 运 回 实验 室 。 共 获得 90 个 
卵巢 。 用 真空 泵 抽 吸 卵巢 内 2 ~ 10 mm 的 滤 泡 (13. 
33 kPa;28 mL/min), 从 中 挑选 出 至 少 包 有 3 层 完整 
颗粒 细胞 和 胞 质 均匀 的 卵 丘 — 卵 母 细胞 复合 体 
(COC} 作 为 实验 材料 。 选 出 的 COC 用 改进 的 基础 
培养 液 - Hepes(mBM-Hepes, 见 表 1) 洗 3 次 后 , 放 人 
50 pL/ 滴 的 卵 成 熟 培养 液 (10 ~ 12 个 卵 / 滴 } 中 ,覆盖 
石蜡 油 (Sigma Co. USA), EE T- 39% ,596 CO; ,空气 培 
Jt 24 h。 孵 成 熟 培 养 基 包括 :组 织 培养 液 190 
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(TCM199; Gibco, USA), fin 1096 "^F rf TÉ ( BCS; Hy- 
clone Laboratories, USA) .0.25 mmol/L 丙酮 酸 盐 (Si- 
gma Co.USA) .0.01 IU LH/mL 和 0.01 IU FSH/mL 
CF 3E DEA) BE SEX Sioux Biochemical , Sioux Center, 
IA ,USA,50 ng/mL 上 皮 生 长 因子 (Sigma Co. USA), 
I pg/mL 8E — E (Sigma Co. USA). 
1.3 体外 受精 

成 熟 培养 后 ,所 有 的 卵 用 mBM-Hepes 洗 3 次 ， 
移入 SOLL 受精 滴 (10 ~ 12 RETE I EH LE 
39*C.596 C0; .空气 中 培养 18 ~ 22h。 受 精 培 养 液 是 
由 Tyrode 培养 液 .5 mg/mL 无 脂肪 酸 牛 血清 白 蛋 白 
(BSA, Sigma Co.USA) 和 0.25 mmol/L Pj Bii fe 3k 
(Sigma Co.USA) 配 制 而 成 。 冷冻 的 牛 精 子 经 过 溶 
解 、 泳 动 分 离 过 程 ,最 终 以 1.0x 105/mL 浓度 与 卵 母 
细胞 共 培 养 ,分 别 加 2 pg/mL 肝素 CSigma ) fll PHE 
CE E E 20 rmol/ML; 牛 黄 酸 10 pmol/L: EF E BRE 1 
umol/L) 于 受精 滴 中 。 


王 ” 红 等 ; 牛 是 和 胎 在 BRLzmTCM199 和 HECM - 6"mTCMI99 培养 体系 中 发 育 涝 能 的 探讨 


0000 http//www.cqvip.com 


447 


1.3 受精 那 体外 发 育 

与 精子 共 培养 后 ， 所 有 的 受精 卵 放 和 人 装 有 1 
mL mBM-Hepes 培养 液 的 15 mL 离心 管内 ， 置 于 震 
葛 器 上 摆动 2 min， 使 颗粒 细胞 与 卵 母 细胞 分 开 。 
将 受精 卵 随机 分 配 移 人 两 种 培养 系统 分 别 培养 。 

(DBRL/mTCM199 培养 体系 :BRL 细胞 是 购买 
8519 1k cH BE ( American Type Culture Collection, 
Rockville, MD) ; "Ep f ££ 1 XA. 37 所 水 浴 中 溶解 1 
min 后 ,移入 含有 10 mL mTCM199 加 1096 BCS 的 
25 em? 2H ER X JE NR F4, XE 39 C. 596. COS .空气 的 培 
养 箱 中 至 少 培养 1 周 ,用 Hanks' (Signa Co. USAYF- 
衡 盐 溶液 配制 0.0$ 多 的 胰 酶 和 EDTA 消化 后 计数 ， 
作为 辅助 培养 或 铺 培养 孔 。 培 养 瓶 内 的 培养 液 每 局 
更 换 2 次 。BREL 细胞 在 复合 培养 24h iti, fi 5 x 10* 
个 铺 在 含有 0.5 mL 改进 的 TCM199 加 1096. BCS 的 
4 孔 培 养 板 中 。 受 精 卵 按 15 ~ 25 个 [ 孔 放 和 人 培养 
孔 , 秆 于 39% .5 和 名 CO0:、 空 气 培 养 了 do 改进 的 TCM 


表 1 基础 培养 基 和 改进 的 基础 培养 基 的 成 分 
Table 1 Composition of basic media 3 








基础 培养 基 改进 的 基 裂 培养 基 
成 分 《component) (basic media) ( modified basic media) 
MB3 (g/f00 mL) ^ mBM3-Hepes (mg/100 mL) 
WS CPVA) 0.0100 g 0.0100 g 
酚 红 (Phenol red) — 0.0010 g 
bg CNaCD 0.6649 g 0.7568 g 
Tubs CKCD 0.0225 g 0.0236 g 
氧化 岳 〈CacClz 2H20) 0.0272. g 0.0294 g 
YES (MgCh:6H;0) 0.0094 g 0.0102 g 
碳酸 所 向 (NaHCO,) 0.2100g 0.2100 g 
HEPES (Na salt? — 0.1302g 
HEPES (acid) - 0.1192 g 
盐酸 (HCD 140 uL 一 
乳酸 钠 (Na-Iactate 6096. syrup) 0.648 mL 0.1852 mL 
X2 11 种 氮 基 柄 配方 
Table 2 Preparation of 11 amino acids 
浓度 
或 分 《component) esce ca (g/ 100 RT NaCI) 
IameolZL 
AXUEBEHE (asparagine) 0.01 0.0132 
XEM (aspartic acid) 0.01 0.0133 
半 光 氨 酸 【ceyateine) 0.01 0.0176 
谷 氨 酸 (glutamic acid) 0.01 0.0169 
SEE Cgltamue) 0.20 0.2920 
甘氨酸 (glycine) 0.01 0.0075 
IBp3XER (histidine) 0.01 0.0210 
BREINS (lysine) 0.01 0.0182 
[834 (prohnc) 0.01 0.0115 
丝氨酸 (serine) 0.01 0.0105 


'ERABR taurine) 


0.50 


LEENER (aunne) —00000000000 0 0090 一 
在 BM3 培养 基 中 如 入 10 L^ mL 的 11 种 氨基 酸 不 液 妈 成 金黄 地 鼠 培 养 基 -6 (HECM - 6) 
(to make HECM-6 from BM3 add stock of 11 amino acids, 10 pL mL); 
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199 是 由 M199 + 10% BCS .9 mg/mL BSA.2 mmol/L 
甘 氮 酸 .1 mmol/LPSSRIEFIO. 1. mmol/L3E 42:5 3E 
酸 组 成 。 

人 HECM - 6/mTCM199 培养 体系 :受精 18h 后 ， 
将 配子 移 人 50 uL/ZiBi HECM -6 培养 液 ,覆盖 石蜡 油 
后 置 人 人 399,596 C0s、10% 0; 下 培养 72h。HECM 
-6 是 化 学 成 分 确定 的 无 蛋白 金黄 地 鼠 培 养 基 ,含有 
11 种 氨基 酸 (MeKiernan 等 ,1991, 1995。 见 表 1, 3€ 
2)。 之 后 将 胚胎 移 大 TCM199 + 1096. BCS 培养 基 
(50pL“ 滴 ) PRESE Ee nn EST 39C、5% C02 .10%% 
0; 中 培养 至 受精 后 第 8 X. 
1.4 结果 统计 分 析 


用 方差 分 析 (ANOVA) 进行 差异 显著 性 分 析 ， 
P«0.05 为 差异 显著 。 


2 结 果 


从 90 个 卵巢 中 得 到 可 用 的 615 枚 受精 卵 ， 分 
别 在 BRL/mTCM199 共 培养 系统 与 HECM/mTCM 199 
两 步 培养 法 中 体外 发 育 。 结 果 表 明 ( 见 表 4):HECM - 
GTCM199 BS2E XE ZEE, TERRE (5090) 明显 高 于 
BRL/TCMI99 (4196) 共 培 养 系 统 (n =615, P< 
0.05). 

SRTORUBE IEEE PS SPHEEARAE P. ERST ARX 
显著 差异 (图 1)。 


3$ 35 HECM-6/mTCM199 培养 体系 中 的 营养 成 分 


Table 3 Nutrient composition of HECM-6/mTCM199 media used to culture bovine embryos 


LES 
(glucose) 


: 小 牛 血清 
第 1 步 HECM-56 培 养 72h 一 
9525 72h E TCMIO9 培养 1095 5.5 


表 4 PRGRNERECR S UBI AE HERR 6 RS Ee 
Table 4 Comparable development of early bovine embryos 
in two ín vitro culture systems 






培养 体系 4- 细胞 NERA NOREIERS 
(culture system? {8 cell) No. (ratio of 
^ blastocyst) blastocyst ) 
BRL/mTCM199 317 104 Al 
HECM - 6/mTCM199 298 149 50 
us BRL/mTCMI99 Re ACER RETE 
300 (expanded or 
€ HECM-&/mTCM199 d 
blastocysr) 
250 
Sen ERE BE 
( morula- 
20 8 细胞 - 骤 民 是 。 blastocyst) 





18 cell-morula) 





叶 间 tt'meYh 


1- 8/9 B] 
(1-8 cell) 







BERE EREBA BE (embryo development stage) 


图 1 两 种 培养 体系 下 胚胎 发 育 比 较 
Fig.1 Comparison of bovine einbryos development in two 
in vüro culture systems 


3 i it 

牛 胚胎 的 体外 培养 在 8 - 细胞 至 16 — 细胞 发 育 
阶段 存在 一 个 “ 阻 灌区 ”， 这 一 时 期 趾 胎 的 转录 活 
性 增强 。 其 原因 可 能 是 在 体外 条 忻 下 胚胎 基因 表达 
受到 抑制 ， 进 而 改变 了 蛋白 质 的 形成 (Bames 等 ， 
1990)。 本 实验 结果 表明 两 种 培养 体系 均 适 宜 牛 胚 
胎 早 期 发 育 ， 能 克服 “ 阻 滞 ”作用 。 


mmol/L 
3L DE 37 
(Na-lactate) — (glutamine) (amino acida) 
4.5 0.2 n 种 氨基 酸 混合 在 其 中 
一 0.68 非 必需 氨基酸 + 必需 氨基 酸 


最 常见 的 牛 胚胎 培养 体系 是 体 细胞 共 培 养 或 含 
血清 的 复合 培养 液 (Krisher 等 ，1999; Gandhi 等 ， 
2000)。 在 这 种 培养 液 中 受精 卵 能 发 育 至 囊 胚 期， 
Pit 4 Bi sx du id de Dt D ABB EROR T  (Eyestone, 
1989), BRL/TCM199 是 较 稳 定 的 牛 胚胎 共 培 养 体 
系 (Rehman 3$, 1994), dEjk 5p n] 18 si St es DU HERR 
率 。 已 知 BRL Z8 n] dr ER 4p 2D 2 EK2S, SEICRE 
在 于 血清 中 的 高 效 活性 物质 ， 在 无 血清 培养 中 提供 
血清 依赖 性 细胞 增殖 ， 还 产生 一 些 因 子 (如 : IGF 
-W. TGFB. PESPXCEEAE EPA TBI LIF 因子 ) 影响 
胚胎 的 发 育 (Voelkel 3$, 1992), X'Pü LIF (Ei 
血 病 抑制 因子 ) 是 一 种 重要 的 生长 因子， 它 能 改善 
牛 和 羊 的 胚胎 发 育 状 况 (Fukui 等 ，1994)。 然 而 ， 
在 BRL/TCM199 培养 体系 中 ，BRL 本 身 存在 细胞 代 
谢 ， 而 TCM199 含有 小 牛 血 清 。 细 胞 的 代谢 可 改变 
胚胎 对 能 量 底 物 的 利用 ， 使 已 知 的 培养 基 浓 度 变 得 
不 可 知 (Edwards 等 ，1997); 而 血清 中 含有 多 种 未 
确定 成 分 ， 使 得 BRL 如 何 调控 胚胎 的 发 育 机 制 难 
以 弄 清 (Funston 等 ，1997)。 此 外 ,血清 或 共 培 养 
体系 使 研究 背景 异常 复杂 ， 也 易 导 致 实验 结果 出 现 
差异 ,不具 可 比 性 (Krisher 等 ，1999)。 

最 近 的 研究 已 经 表明 ， 半 确定 的 连续 培养 体系 
(不 同 的 培养 液 用 于 胚胎 发 育 的 不 同 阶 艇 ,其 中 的 
部 分 阶段 用 化 学 成 分 确定 的 培养 液 培养 ) 的 培养 效 
果 与 共 培 养 或 提供 血清 的 培养 液 一 样 (Behr 等 ， 


0000 http//www.cqvip.com 


6 38 王 “ 红 等 ， 牛 胚胎 在 BRL/mTCM199 和 HECM - 6/mTCM199 培养 体系 中 发 育 潜能 的 探讨 449 





1999;Fong 等 ,1999)。 在 连续 培养 体系 中 ， 人 的 胚 
胎 体 外 培养 ， 赛 胚 的 移植 成 功率 明显 高 于 传统 的 胚 
胎 移 植 (Gardner, 1998 )。Krisher 等 ( 1999) , Gandhi 
等 (2000) 已 经 报道 了 牛 卵 和 胚胎 的 体外 分 步 培养 。 
分 步 培 养 方 法 可 根据 胚胎 发 育 的 不 同 阶 段 ， 对 外 在 
环境 和 培养 液 的 组 成 进行 调整 ， 如 气体 、 盐 、 葡 萄 
糖 、 乳 糖 、 丙 酮 酸 、 和 氨基酸 以 及 激素 等 ， 较 易 了 解 
胚胎 在 不 同 发 育 阶 段 的 代谢 机 理 (Voelkel 等 ,1992; 
Fong 等 ,1999)。 因 此 ， 在 胚胎 成 熟 发 育 的 早期 ， 应 
用 化 学 成 分 确定 的 无 蛋白 培养 液 对 胚胎 进行 培养 ， 
对 深入 了 解 胚胎 发 育 的 调控 机 理 有 着 重要 意义 。 

在 本 研究 中 , 我们 采用 了 化 学 成 分 确定 的 无 血 
清 培 养 液 HECM - 6 和 含 血 清 TCM199 (HECM - 6/ 
mTCM199) 体系 ,分 两 步 对 牛 早期 胚胎 进行 培养 ， 
并 与 BRL/mTCM199 共 培 养 系统 进行 了 早期 胚胎 发 
育 能 力 的 比较 。 结 果 表 明 : HECM/mTCM199 fj 3E 
Bex (5095) 明显 高 于 BRL/mTCM199 共 培 养 的 压 
WES (4196, P«0.01). fHXI-T BRL/mTCM199 Xi 
养 体系 ，HECM 是 一 种 非常 简单 的 培养 基 ( 表 1， 
2)， 仅 包含 了 几 种 无 机 盐 、11 种 氨基 酸 和 高 分 子 聚 
合 物 (PVA 类 似 蛋 白质 作用 )。 其 中 能 量 物质 乳酸 
钠 参 与 了 细胞 的 氧化 代谢 ,可 提供 胚胎 发 育 所 需 能 
量 。 

捍 基 酸 在 胚胎 发 育 过 程 中 所 起 的 促进 作用 ， 近 
年 已 有 大 量 的 报道 (Gardner, 1993; Mckiernan 等 ， 
1995; Rose-Hellekant 等 , 1998). Gardner ( 1993 ) 试 
为 ， 在 生理 状况 下 ， 输 卵 管 和 子 官 内 含有 大 量 的 游 
离 氮 基 酸 ,推测 氨基 酸 在 着 床 前 对 胚胎 发 育 产 生 一 
定 的 生理 效应 。 有 报道 表明 ， 体 外 培养 加 入 11 种 
氨基 酸 ( 表 2)， 刺 激 了 金黄 地 鼠 和 和 牛 1 - 细胞 胚胎 
的 发 育 (MeKieman 等 ,1995，Pinyopummintr 等 ， 
1996)。 其 中 谷 氨 酰胺 对 胚胎 细胞 的 早期 分 裂 代 谢 
起 重要 的 作用 (Rose-Hellekant 等 ，1998)， 并 且 是 
细胞 代谢 的 主要 氮 源 。 在 牛 胚胎 的 体外 培养 过 程 
中 ， 也 表明 谷 所 酰胺 在 胚胎 发 育 中 发 挥 着 能 量 作用 
{McKieman 等 ,1991 ,1995; Pinyopummintr 等 ,1996)。 
而 乳酸 钠 + 谷 氮 酰胺 能 支持 细胞 成 熟 、 胚 胎 发 育 。 
牛 磺 酸 对 和 鼠 、 猪 和 人 兔 的 胚胎 均 有 促进 作用 ， 尤 其 是 
在 无 蛋白 培养 基 和 /或 高 氧 的 培养 条 件 下 (McKier- 
nan 等 ,1995;Gandhi 等 ,2000) , 它 所 起 的 作用 可 能 是 
抗 氛 化 或 维持 渗透 压 (Li 等 ，1993)。 在 早期 胚胎 
发 育 中 ， 牛 磺 酸 和 甘氨酸 起 着 调节 细胞 间 的 pH fF 
用 (Baltz 等 ,1990,1991)。van Winkle 等 (1990) 已 经 





证 实 ， 胚 胎 发 育 中 甘氨酸 维持 着 细胞 间 的 渗透 压 ， 
以 便 对 抗 如 输 旷 管内 高 离子 浓度 的 环境 。 输卵管 液 
中 富 含 HECM - 6 培养 液 中 的 11 种 氨基 酸 (Gard- 
ner ，1993)， 本 实验 结果 表明 ，HECM - 6 培养 液 所 
AB) 11 种 氨基 酸 能 满足 牛 胚胎 的 早期 发 育 ， 尤 其 
是 8~16 细 胞 前 的 胚胎 发 育 。 

我 们 采用 的 两 种 培养 体系 在 胚胎 发 育 早期 都 含 
有 能 量 物质 乳酸 锁 和 谷 氨 酸 ， 在 TCM199 培养 液 中 
还 含有 葡萄 精 和 如 酸 盐 。 大 量 的 报道 已 表明 葡萄 糖 
能 抑制 金黄 地 鼠 、 小 鼠 、 牛 和 人 的 早期 胚胎 发 育 
(Funston, 1997; Gandhi 等 ,2000)。 然 而 ， 葡 萄 糖 却 
存在 于 动物 的 输卵管 液 中 。 长 期 以 来 葡萄 精 的 抑制 
作用 一 直 归 因 于 不 适宜 的 体外 培养 环境 所 至 
(Gardner，1998}。 而 葡萄 糖 或 磷酸 盐 单 独 存 在 于 培 
养 液 中 ， 对 牛 的 胚胎 发 育 是 没有 作用 的 、 当 葡萄 糖 
和 磷酸 盐 同 时 存在 于 培养 液 中 ， 就 会 抑制 牛 胚胎 发 
HzJEBR (Pinyopummintr 等 ，1991，1996)。 高 浓 
度 的 葡萄 糖 (> 3 mmol/L) 对 早期 的 牛 胚胎 发 育 有 
抑制 作用 ， 但 在 培养 4d 后 的 囊 胚 发 育 阶段 ， 葡 萄 
糖 的 浓度 达到 5 mmol/L 时 ， 对 囊 胚 的 发 育 有 刺激 
作用 〈Funston 等 ，1997)。 这 表明 大 多 数 哺 乳 动物 
种 类 如 牛 的 胚胎 ， 对 葡萄 糖 的 利用 有 助 于 糖 醉 解 ， 
增加 着 床 前 胚胎 的 后 期 发 育 《Thompson，1992)。 
在 本 实验 中 较 高 葡萄 糖 含 量 的 TCM199 用 于 8~16 
细胞 以 后 的 胚胎 培养 ，HECM - 6/mTCM199 两 步 培 
养 体 系 中 早期 和 晚期 葡萄 糖 含 量 的 差异 有 利于 胚胎 
的 体外 发 育 【 表 3)。 而 在 BRL/TCMI99 培养 体系 
中 胚胎 发 育 的 早期 有 着 大 量 的 葡萄 精 代 谢 或 细胞 长 
期 培养 产生 的 抑制 因子 等 、 影 响 了 胚胎 的 后 续 发 育 
能 力 (Funston, 1997). iX iE uESz T Gandhi 等 
(2000) 提出 的 分 步 培养 体系 中 含有 不 同 的 葡萄 糖 
浓度 可 能 有 利于 胚胎 的 体外 发 育 。 

HECM - 6/TCM199 和 BRL/TCM199 培养 体系 
在 训 有 凸 形成 和 钥 出 的 时 间 、 形 态 和 大 小 上 没有 显著 
差异 ， 证 实 了 两 种 培养 体系 都 具备 早期 胚胎 的 培育 
能 力 。 和 正清 对 于 牛 胚胎 的 发 育 有 着 双重 作用 ， 一方 
面 对 1 - 细胞 的 分 裂 有 阻碍 作用 ， 另 一 方面 血清 中 
的 蛋白 又 刺激 桑 权 胚 的 发 育种 胚 的 形成 ， 但 这 一 
机 制 还 不 清楚 (Pinyopumminter 等 ,1991, 1996; Krish- 
er 等 ,1999)。 在 HECM - 6/mTCM199 培养 过 程 中 ， 
胚胎 在 受精 9%6h 后 (8~16 细 胞 阶段 1)， 从 HECM 
培养 液 移入 含有 1096 BCS 的 TCM199 培养 液 中 继续 
发 育 并 产生 较 多 的 赛 胚 《30% ， 表 4). 这 一 结果 证 
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实 了 一 些 研究 者 的 报道 : 在 牛 胚胎 培养 过 程 中 ， 血 
清 提 供 了 纤维 酶 原 、 使 透明 带 蛋 白 隆 和 解 促 进 胚胎 胰 
出 《Kaaekuahiwi 等 ，1990); 胚胎 在 含有 血清 的 培 
养 液 中 生长 表现 出 糖 醉 解 率 的 增高 和 付 且 率 的 增加 
(Krisher 等 ，1999)。 

有 关 牛 胚胎 在 完全 确定 的 无 蛋白 培养 基 中 发 育 
的 报道 一 直 很 少 。 而 在 完全 确定 的 无 蛋白 培养 基 中 
于 胚 的 发 育 率 均 比 在 共 培 养 、 舍 血清 或 BSA 的 培养 
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COMPARISON OF BOVINE EMBRYO DEVELOPMENT 7N VITRO IN BRL/ 
mTCM199 AND HECM-6/mTCM199 CULTURE MEDIA 


WANG Hong JI Wei-Zhi 
(Yunnan Key Laboratory for Animal Reproductive Biology .— Kunmning Institute of Zoology , the Chinese 
Academy of Sciences ,, Kunming | 650223, China — wangh42 hotmau . com ) 


Abstract: Cumulus oocyte complexs ( COC) were re- 
covered from abattoir cow ovaries collected from slaugh- 
terhouse. Then, They were matured and fertilized in 
TCM199 with 1096 BCS. Later on, the one cell em- 
bryos were cultured in two culture systems: Dmodified 
TCM199 over a buffalo rat liver (BRL) monolayer co- 
culture; © Two stage semi-defined culture system 
[hamster embryo culture medium with 11 amino acids 
(HECM-6) followed by tissue culture medium 199 4 


1096 bovine calf serum ]. The results showed that 
HECM-6/mTCM199 system could improved embryo de- 
velopment to the morula or blastocyst stage higher 
(504€) than that in BRL/mTCM199 system (4196. P 
< 0.012). This results suggested that HECM-6/ 
mTCM199 two-stage semi-defined culture system could 
provide a significant benefit for the early bovine embryo 
development, which might be related with glucose con- 


centration and amino acids components in the medium. 


Key words. Bovine embryo; In vitro; Glucose; Amino acids 
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《保护 生物 学 》 简 介 


由 于 环境 的 恶化 ,全 世界 生物 多 样 性 的 丧失 日 超 严 
重 。 现 已 引起 了 包括 科技 , 教育 等 社会 各 界 的 关注 。 因 
Jt. 一 个 以 “如 何 用 最 科学 的 理论 和 最 有 效 的 手段 去 指导 
生物 多 样 性 保护 ”的 综合 性 学 科 一 一 保护 生物 学 产生 了 。 
我 国 是 世界 生物 多 样 性 最 丰富 的 居家 之 一 ， 同 时 也 是 生物 
资源 丧失 较 严 重 的 国家 之 一 。 尽 管 我 国 在 保护 生物 多 样 性 
方面 做 过 大 量 的 工作 ， 取 得 了 一 定 的 成 绩 , 但 生物 资源 保 
护 的 任务 还 相当 艰巨 ， 保 护 生 物 多 样 性 的 理论 和 实践 都 较 
薄弱 ， 尤 其 是 公众 保护 生物 资源 的 意识 还 很 淡薄 ， 大 多 数 
人 还 不 知道 如 何 去 保 护 生 物资 源 。 保 护 生 物 学 作为 一 门 学 
科 在 中 国 也 是 近 几 年 的 事情 。 

湛江 师范 学 院 陈 道 海 、 钟 炳 泛 编 辑 出 版 这 本 《保护 生 
物 学 》 的 目的 就 是 要 使 人 们 了 解 保护 生物 学 的 基本 原理 和 
方法 ,增强 公民 对 生物 资源 的 保护 意识 。 

kd D dir BO E.M PRAES HER. E TE ERI HER 
群落 和 生态 系统 的 多 样 性 与 稳定 性 为 主线 力求 系统 地 论 
述 保护 生物 学 的 基本 原理 和 方法 ， 反 有 映 国内 外 学 者 在 此 领 





域 的 研究 成 果 和 21 世纪 的 研究 方向 ,揭示 在 生物 多 样 性 
保护 方面 所 存在 的 主要 问题 。 书 中 讨论 了 种 群 水 平 上 的 灭 
SIRE]; 从 群落 水 平 上 分 析 其 形成 过 程 中 所 出 现 的 “ 病 
症 ” 和 救治 方法 ; 并 对 群落 和 生态 系统 的 恢复 进行 了 较 深 
人 地 论述 。 本 书 注重 知识 的 前 沿 性 和 探索 性 ， 对 21 世纪 
保护 生物 学 的 热点 问题 ， 如 生境 的 收复 、 易 地 保护 、 生 物 
技术 与 保护 生物 学 的 关系 、 国 际 协助 等 问题 进行 了 探讨 。 

另外 ,本 书 还 从 保护 意识 形成 的 角度 呼吁 : 除 生物 学 
家 以 外 ， 社 会 学 家 、 人 文科 学 家 都 要 探讨 对 保护 生境 有 利 
的 文化 态度 ,注重 生物 学 上 的 环境 研究 。 该 书 1999 年 10 
月 由 中 国 林业 出 版 社 出 版 ， 周 党 教授 审定 并 作 序 。 全 书 25 
万 字 ， 共 分 10 章 《定价 14 元 )}， 可 作为 政府 、 环 保 、 规 
划 .科研 部 门 工 作 人 员 的 参考 资料 ， 也 可 作为 大 学 教材 。 

和 欲 购 此 书 请 与 作者 陈 道 海 【湛江 师范 学 院 生 物 系 ， 广 
东 淇 江 — 524048) 或 中 国 林业 出 版 社 联系 。 求 购 电 话 : 
0759—3183387 
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